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Descrizione del brevetto per invenzione industriale avente per titolo: 
"METODO PER L'INDIVIDUAZIONE DI TUMORI DEL COLON- 
RETTO" 

anome : ISTITUTO ONCOLOGICO ROMAGNOLO 

COOPERATIVA SOCIALE A R.L. 

con sede in: Forli 

Ml 20 

* # * 

La presente invenzione riguarda in generale la diagnosi della malattia 
tumorale in soggetti umani o animali. Piu precisamente, viene fornito un 
metodo per la diagnosi precoce del carcinoma colorettale e per la 
determinazione di lesioni pre-cancerose del colon-retto e un kit per la sua 
attuazione. II metodo dell' invenzione e basato sulla quantificazione del DNA 
estratto dalle feci e ampiificato con tecniche PCR. 

INTRODUZIONE 

II carcinoma del colon-retto rappresenta la seconda causa di morte per 
cancro nelle popolazioni occidentali (1). La sopravvivenza a questo tumore e 
direttamente correlata con lo stadio al momento della diagnosi. 

Tutti i pazienti a cui viene asportato chirurgicamente un polipo 
contenente un carcinoma in situ o intramucosa sopravvivono. Al contrario, la 
sopravvivenza scende da 80% a meno del 30% in funzione della diffusione del 
tumore al momento della diagnosi (2, 3). E quindi evidente come una diagnosi 
precoce e fondamentale nel ridurre la mortality Inoltre, la possibility di 
individuare anche lesioni preneoplastiche aumenta l'importanza di programmi 
di screening diagnostici per questa patologia. 

Al momento, il sistema di indagine piu diffuso e l'esame del sangue 
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occulto nelle feci (FOBT, fecal occult blood test). Studi randomizzati, basati 

sull'utilizzo del FOBT per la diagnosi del tumore del colon-retto, hanno 

evidenziato una riduzione nella mortalita per questa malattia, ma in misura 

decisamente minore rispetto a quanto sarebbe stato auspicabile attendersi. 

Pertanto, il suo utilizzo e ancora molto dibattuto (2). 

I principali problemi di questo test sono legati alia sensibilita della 
metodica che raramente supera il 50% e al fatto che quasi mai e in grado di 
evidenziare adenomi e/o tumori ai primi stadi di sviluppo (2). 

Metodi di indagine, sicuramente piu accurati e attendibili, per gli 
adenomi e tumori colorettali sono la colonscopia e la sigmoidoscopia. Le 
limitazioni di queste metodiche sono l'invasivita e quindi l'accettabilita da 
parte del paziente, i tempi e i costi di indagine che ne rendono improponibile 
l'uso in programmi di screening (4). 

Un interessante approccio, recentemente proposto, e la rilevazione di 
alterazioni molecolari. E noto che le lesioni del colon derivano da una serie di 
alterazioni a carico di particolari oncogeni ed oncosoppressori ed a eventi 
epigenetici (5-7). Nei diversi modelli di progressione proposti per il tumore del 
colon, i geni coinvolti nella trasformazione neoplastica sono principalmente 
APC, K-ras e p53. Alterazioni a carico di questi geni possono pertanto essere 
utilizzate come marcatori nella individuazione di cellule tumorali. 

L'affluenza di cellule di esfoliazione del colon nelle feci, in quantita 
pari a circa 10 10 cellule al giorno, suggerisce l'impiego di materiale fecale per 
ottenere DNA idoneo per la determinazione di alterazioni molecolari e 
P individuazione di lesioni cancerose a livello dell'epitelio intestinale. 
L'estrazione di DNA da materiale fecale e la successiva analisi di mutazione 
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potrebbero quindi rappresentare uh nuovo approccio diagnostico non irivasivo, 
in alternativa o ad integrazione delle tecniche fino ad pggi utiteate per 
l'individuazione dei tumori colorettali. 

La presenza di mutazioni nel DNA esttatto dalle feci e stata inalizkata in 
studi focaiizzati prevalentemente ad un particolare pne ber saglio (8- 19). 
ft pri^p gene analizzato e statp K-ras (8) ed e stato possjbile diniostrire che 
J^fstO |ipo di approccio b in grado di individuare jesibrti d^Vicplbiji con alta 
;-;s^eificita. Success iyamente, altri numerosi studi hai^o^analizz^o^esto gene, 
eprisiderata anche la relativa facilita di individuare le sue gterazioni sempre 
cpmprese in: soli tee codphi hot-spot (9, 10, 12, 14, 16, 17), Alcuni studi sono 
stati indirizzati all'analisi di altri marcatori moleeolari, quali p53 APC 6 il 
microsatellite BAT26, ottenendo anche in qUesto caso sOddisfacenti risultati (11, 
15, 18, 19). Tuttavia, da tutti questi studi e emerso cpme i'analisi di un singolo 
marcatore, quale esso sk, non permetta di ottenere uh'eleyata sensibilita, per la 
' frequenza relatiyarnente bassa delle alterazioni presenti nei singoU geni. 

Studi piu.recehti hannp tentato di superare questa limitazione con 
ranalisi simultanea di piu marcatori (20-22). 

I risultati, anche se piu promettenti, hannp evideiiziato l'esfstenza di un 
nutaerp ancbra eleyato di falsi negativi a fronte di un'analisi mpltp piu laboriosa,. 
eon costi e tempi maggiori^ e pertarito difficilmente utilizzabile su larga scala. 

■■.'■.y\ i©a uno di questi studi (22) e emerso che il grado d'amplificazione del 
t)NA. fecale, e quindi ii ^uo stato. di conservazipne, sarebbe un valido 
?^;^®.; di * teseDZSL di cel.iuie W si £ visto che la . 

\^$}y::^ msi ^.Hvelli .isi^i^fo^der DNA/fecale (L-DNA: Long 
.®^::C^ .gra.do .di ideritificare oltre la rneta dei pazienti ■ con tumpre o con 
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lesioni precancerose, quali gli adenomi (22). 

La limitazione di questa analisi, cosl come finora e stata condotta, e il tipo 
di valutazione solo semiquantitativa. Infatti, l'approccio metpdologico utilizzato e 
basato sulla valutazione soggettiva dei livelli di amplificazione di alcuni 
frammenti di DNA, defmita come bassa, media ed alta. Utilizzando questo 
approccio, vengono considerati positivi i campioni di DNA fecale che presentano 
livelli di amplificazione superiori ad un valore cut-off, definito in uno studio pilota 
retrospettivo condotto su volontari sani e su pazienti con carcinoma colorettale. 

DESCRIZIONE DELL'INVENZIONE 

Si e ora trovato un metodo per la determinazione quantitativa del DNA 
presente nelle feci che consente la diagnosi precoce di tumore o di lesioni pre- 
cancerose al colon-retto. 

II metodo dell'invenzione comprende essenzialmente i seguenti passaggi: 

1) estrazione del DNA presente nelle feci; 

2) amplificazioni separate, mediante PCR, di almeno tre, preferibilmente 
otto diversi frammenti o gruppi di frammenti genomici di lunghezza 
superiore alle 100 paia di basi, utilizzando primers o deossinucleotidi 
trifosfati marcati con molecole rivelabili; 

3) quantificazione di ciascun amplicone; ft?*'* %..y\ 

4) somma delle quantita dei diversi ampliconi calcolate in (3); V&d. ^^^K 

5) confronto dei valori ottenuti in (5) con un valore di riferimento (cut-off)^^^^^H 

j 10,33 Euro 



L'estrazione del DNA pu6 essere condotta con tecniche convenzionali 
utilizzando appositi kit disponibili in commercio. I frammenti di DNA amplificati 
nel passaggio (2) possono estendersi su una b piu regioni genomiche, purch6 
abbiano una lunghezza superiore alle 100 bp (paia di basi), preferibilmente tra 100 
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e lOOO bp, ancora piu preferibilmente tra 100 e 500 bp. Piu precisamente, un 
"framniento'^iebondo l'invenzione e costituito da una regione, all'interno di un 
deterininatp DNA bersaglio (p. es; un gene o una sequenza non codificante), 
^p|pca|a::d^,.^ eoppia di primers, a condizione che detta regione amplificata, 
■yy.^0^y-s^, \ma. limghezza maggiore di lOObp, sia diversa per ciascun 
• • ^^fflit»(^; Pto ftainnieriti, per esempio diversi esoni all'internp del medesimo 
$^ n ^::P 6 ^ s W ?ssere amplificati suhultaneamente ("gruppi di frammenti"). 
" , : ^ o^onu^cieotidi innespo (primers) o i deossihucleotiidi trifosfati 
utiliz^att ijeila; , reaziohe di amplificazione devono essere rn/arcati in mpdo da 
%^ere/ 1^- quantificazidne del prodotti di amplificazione. Per la mareatura 
possofto essere utilizzate molecolefluorescenti (fluOrocromi), preferibilmente 
HEX (Applied Biosystems), 6-FAM (Applied Biosystems) e TAMRA 
(Applied Biosystems), , o altre molecole quali biotina, digoxigenina, 
^fluoresceina, .rodamina, Cy3, Cy5, 5-FAM Ned, Vic, Pet. I matcatori sono 
legati chimicarnente a uno o piu' nucleotidi all'internp o alle estremita delle 
sequenze Rimers, preferibilmente sujt primo residuo nuclePtidico, oppure ai 
depssinucleotidi trifosfati preseriti heila miscela di reazione PGR, 

Secondo una realizzaziorie pfeferita, i seguenti framrnenti 6 gruppi di 
. frMgii^ti. vengpno ^ 

Ariiplifipazione 1: esoni da 5 a 8 di p53 (Gene Bank n. X54156, nt. . 
13(j42a3253, 13308-13489, 13986-14.124, 14404-14603);. • 

/■^Ampnpc^oM.Z: tegioai corrisponderiti agli aminoacidi 862-954 e 
10^4130, .diell'esone 15 » . di/ APC / : (Gene >' Bank AF127S0.6, M74088); 
■ Jyi^ pliflcazione 3: xe^om;^^|ypndenti' agli aminoacidi 1288-1402 e 
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Nel passaggio (3), i prodotti di amplificazione corrispondenti ai diversi 
frammenti possono essere quantificati tramite sistemi automatici di 
sequenziamento ed analisi di frammenti di DNA (p. es. 3100 Avant dell 5 Applied 
Biosystem), con tecniche immunoenzimatiche, di chemioluminescenza etc.. Per 
determinare la quantity di ciascun amplicone b necessario preparare una curva di 
calibrazione mediante amplificazione di diluizioni note di DNA genomico, o 
plasmidi contenenti le sequenze nucleotidiche dei frammenti di DNA in esame, 
utilizzando gli stessi primers e le stesse condizioni dei campioni in esame. Per 
esempio, nella quantificazione tramite sequenziatore/analizzatore automatico di 
frammenti, la curva pud essere costruita con i valori dell' area sottesa da ogni 
amplificato ottenuto da una quantita nota di DNA; sulla stessa curva viene 
quindi interpolate il valore risultante dal calcolo dell'area sottesa dagli 
amplificati dei vari campioni in esame. 

Le quantita degli ampliconi corrispondenti ai diversi frammenti, 
espresse in unite di peso (es. nanogrammi), sono quindi sommate e il valore 
cosi ottenuto pud essere confrontato con un valore di riferimento o "cut-off 
precedentemente determinato da una casistica comprendente soggetti sani e 
soggetti nei quali & stata accertata la presenza di tumore o di lesioni del colon- 
retto. Tale casistica deve comprendere un numero di pazienti e di controlli 
sufficiente a dare un buon intervallo di confidenza (CI 95%), preferibilmente 
almeno 50 pazienti e altrettanti individui sani. 

L'accuratezza, sensibilita e specificita del metodo lo rendono 
particolarmente utile nella diagnosi precoce del tumore del colon retto e nella 
valutazione del rischio o probability di sviluppo dello stesso tumore in 
individui con lesioni pre-cancerose al colon-retto. Rappresentano ulteriori 
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vantaggi del metodo la semplicita e velocita d'esecuzione e il costo ridotto. 

Un altro aspetto dell^invenzione riguarda un kit idoneo all'attuazione 

del metodo sopra descritto. Tale kit potra contenere gli oligonucleotidi 

rnaxcati, la DNA polimerasi termostabile, soluzioni e reagenti per 

l'effettuazione di una reazione PCR e per l'esecuzione di un saggio (ad 

esempio: immunpenzimatico o fluorimetrico).che pernietta la quantificazione 

degli amplificati. II kit potra inoltre contenere le istruzioni necessarie ad una 

corretta esecuzione del metodo deirinvenzione. 

• ■ ' )'• . ■ 
t>ESCRIZIONE DELLE FIGURE 

Figure 1-3: Esempi di analisi per FL-DNA. 

Figure la, 2a e 3a: elettroferogrammi dei risultati di amplificazioni di 
quantita note di DNA e relativo grafico ottenuto calcolando l'area sottesa dai 
prodotti di amplificazione, normalizzata per 100 e per il valore di ng utilizzati 
(valore area/1 00*ng utilizzati), e rapportata alia quantita. di DNA della curva 
(1,2,5, 10 e 20 ng). 

Figure lb, 2b e 3b: esempi di analisi di DNA estratto daTle feci. Dai 
valori di area ottenuti e dalle rispettive curve standard (Fig. la-3a) si ricava 
un valore, espresso come nanogrammi (ng), espressipne dei livelli di 
amplificazione per ogni campione! 

L 'FL-DNA per ogrii canipione e dato dalla. somma dei valori in ng 

ottenuta dai tre gruppi di amplificazioni: p53 esoni 5-8, APC frammenti l-2 e 

APC frammenti 3-4. • • 

'■' r - ESEMPIO 1 

■■■{ - . .. • ..;>• ■ ••• -• ; . • 

■ :: Li Estrazione di t)NA . ;'. ' ;> 

'■ estraz ^ one ( da circa -4 ; gr di feci) : avyiene tramite procedure 
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standardizzate e con l'utilizzo di un kit commerciale della ditta QIAgen. E 

comunque possibile utilizzare anche altri sistemi. 

II materiale fecale prima di entrare nel kit viene omogenato per 15 
minuti in 16 mL di TE-9 buffer (0.5 mol/L Tris-HCl pH 9, 20 mmol/L EDTA 
and 10 mmol/L NaCl). 

Dopo centrifugazione a 5,000 g per 15 min il supernatante viene 
trasferito in provette contenenti 5 mL di Ammonio Acetato 7.5 mol/L and 30 
mL di Etanolo 100% per la precipitazione. II DNA viene recuperato per 
centrifugazione a 5,000 g per 15 min a temperatura ambiente. Tale DNA viene 
quindi purificato con il kit commerciale. 

1.2 Amplificazione 

2 ul del DNA cosi estratto viene amplificato in tre reazioni di 
amplificazione differenti cosi composte: 

Amplificazione 1: Amplificazione simultanea degli esoni 5, 6, 7 ed 8 
del gene p53 con le seguenti coppie di primers: 

Esone 5: 5-F 6-FAM-ctcttcctgcagtactcccctgc 

5- R gccccagctgctcaccatcgcta 

Esone 6: 6-F gattgctcttaggtctggcccctc 

6- R HEX-ggccactgacaaccacccttaacc 

Esone 7 : 7-F 6 -F AM-gtgttgtctcctaggttggctctg 

7- R caagtggctcctgacctggagtc 



Esone 8: 8-F acctgatttccttactgcctctggc ^feffiW 

8-RHEX-gtcctgcttgcttacctcgcttagt ^ 

Tale DNA viene quindi amplificato in 25 ul contenente 0.4 uM di 
ciascun primers sopra descritto, 200 uM di deossinucleotidi trifostati, Buffer 
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di reazione con 3.5nmol/L MgCl 2 e 1 unita of Taq polimerasi (QIAGEN, 

Hilden, Germany). Vengono effettuati 32 cicli cosi composti: 60s a 94°C, 60 s 

a 60°C e 60s a 72°C. 

Amplificazione 2: Amplificazione simultanea di due regioni del gene 
APC utilizzando le seguenti coppie di primers: 

1: APC- IF aactaccatccagcaacaga 

APC-1R HEX-taatttggcataaggcatag 

2: APC-2F 6-FAM-cagttgaactctggaaggca 

APC-2R tgacacaaagactggcttac 

Tale DNA viene amplificato in 25 ul contenente 0.4 uM di ciascun 
-primers sopra descritto, 200 uM di deossinucleotidi trifostati, Buffer di 
reazione con 3.5nmol/L MgCl 2 e 1 unita of Taq polimerasi (QIAGEN, Hilden, 
Germany). Vengono effettuati 32 cicli cosi composti: 60s a 94°C, 60 s a 58°C 
e 60s a 72°C. 

Amplificazione 3: Amplificazione simultanea di due regioni del gene 
APC utilizzando le seguenti coppie di primers: 
3: APC-3F gatgtaatcagacgacacag 
APC-3R HEX-ggcaatcgaacgactctcaa 
4: APC 4F 6-FAM-cagtgatcttccagatagcc 
APC-4R aaatggctcatcgaggctca 

Le condizioni di reazioni sono le stesse utilizzate per 1' amplificazione (2). 
1-3 Valutazione FL-DNA 

II DNA cosi amplificato viene quantificato tramite 
sequenziatore/analizzatore di frammenti automatico dell'Applied Biosystems 
secondo le procedure standard dello strumento. La quantificazione awiene 
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poiche in ogni reazione viene preparata una curva in cui diluizioni note di 

DNA genomico (1 ng, 2 ng, 5 ng, 10 ng e 20 ng) vengono amplificate con gli 

stessi primers e nelle stesse condizioni dei campioni. Viene costruita una 

curva in base al calcolo dell' area sottesa ad ogni amplificato (area 

amplificato/100*ng di DNA amplificato) ed ad essa viene poi riferito il 

risultato del calcolo dell' area sottesa agli amplificati dei vari campioni. II 

valore ottenuto e espresso in ng. 

ESEMPIO 2 

Una serie completa di 109 campioni di feci, 53 da individui sani e 56 da 
pazienti con tumore colorettale, sono stati analizzati con la tecnica descritta 
nell'esempio 1. I livelli di L-DNA variavano da 0 a 87 ng (valore mediano 3) 
nei controlli e da 0 a 283 (valore mediano 53) nei pazienti. 

E stato possibile determinare piu dell'80% dei tumori, con una 
specificita superiore al 90%. I risultati dimostrano il maggiore potenziale 
diagnostico del metodo dell'invenzione rispetto alle tecniche basate sulla 
rilevazione delle alterazioni molecolari impiegate finora. 

Inoltre e possibile individuare tumori del colon indipendentemente dallo 
stadio del tumore, dalla localizzazione nell'intestino e dalle dimensioni. Ci6 
- permette di identificare anche lesioni di piccole dimensioni, generalmente piu 
difficili da diagnosticare, e in regioni dell'intestino (soprattutto colon 
ascendente) per le quali altre tecniche di indagine molecolare sembrano fallire. 
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J ' RIVENDICAZIONI 

; 1: Metodo per determinare la presenza di turiiore o di lesioni pre- 
eaticerpse nel colon- retto di un soggetto umano che comprende: 
I.) estrazione del DNA presente nelle feci; 

' ajmplificazioiii • separate, mediante PGR, di almeno tre diyersi 
j • frammenti p gruppi di frarhjnenti genomici di lunghezza superipre 

alle 100 paia di basi, utilizzando primers o dePssinucleotidi . 
trifosfati marcati con molecole rivelabili; 

3) quaritificazione di ciascun amplicone pttenuto al passaggio (2); ; , >/; 

4) somina delle quantity dei diversi ^mpliconi; 

5) confronto dei valori ottenuti nel passaggio (4) cqn un valpi^di'/ ■ 
riferimento. 

. 2. Metodo secondo la rivendicazione 1, in cui detti primer sono m^atiyV" 
con molecole fluorescenti. >: . 
3. Metodo secondo la rivendicazione 2, in cui dette molecole fluorescb^^ 

,sonp HEX, 6-FAM e TAMRA. 

,'4.'/.'. Metpdp secondo la rivendicazione 1, in cui vengono amplificati 

sepi^atamente otto frammenti genomici. ' ' ' * 

' '§:. ,Iyleto4ci secondo la rivendicazione 1, in cui detti frammenti genomici 

tianiip un* l]unghezza compresa tra 100 e 500 bp. 

6; ./>. : . Metodo secondo la rivendicazione 1, in cui ciascunp di detti frammenti 
gpDLpmiQi si estende inregiqni diverse del gene. p5 3 o del gene APC, 

• \ i '-|iietp*db secondo la rivendicazione 6, ift.cui quattro frammenti di p53 5 
.^com^pond^ esoni $T8y.:$piid .^plifieati con le seguenti coppie di 

j{ ^ia^efs*^==. fomard, R= reverse); 
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. - F 6-FAM-ctcttcctgcagtactcccctgc, R gccccagctgctcaccatcgcta 

r F gattgctcttaggtctggcccctc, R HEX-ggccaetgacaaecacccttaacc 

- F FAM-gtgttgtctcctaggttggctctg, R caagtggctcctgacctggagtc 

- F acctgatttccttactgcctctggc, R HEX-gtcctgcttgcttacctcgcttagt 

8; Metodd secondo la rivendieazione 6, in cui due framinenti di APC sono 
a^plificati con le ^ seguenti coppie di primers: . 

• - aactaccatccagcaacaga; HEX-taatttggcataaggcatag 

- 6 T FAM-cagttgaactctggaaggca, tgacacaaagactggcttac 

9. iVletodo secondo le rivendicazioni 6, in cui due frammenti di APC sono 
amplificati con le seguenti coppie di primers: 

- gatgtaatcagacgacacag, HEX-ggcaatcgaacgactctcaa 

- 6-FAM-cagtgatettccagatagcc; aaatggctcatcgaggctca ( . 

10. Metodo secondo le. rivendicazioni 1-9, in cui la quantifiicazione di 
ciascun amplicone e effettuata mediante interpolazione di una curva di 
calibrazione ottenuta con quantita note di DNA genomico. 

11. MetOdo secondo la rivendieazione 10, in cui la quahtificazione & 
coiidotta tramite sistemi automatici di sequeriziamento/analisi di frammeiiti o 
sistemi di rilevazione fluorimetrici, cplorimetriei, radioattivi o 
speftrofotometrici. " 

!2\ Metodo secondo le rivendicazioni precedenti, in cui il valpre di 
riferimento. e determinato da una casistica comprendente soggetti sani e 
soggetti nei quali e stata accertata la presenza di tumore o di lesioni del 
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delle rivendicazioni 1-12. 
Milano, 7 marzo 2003 
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Figura lb 
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Figura 2 a 
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Figura 2b 
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Figura 3a 
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Figura 3b 
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